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Razvoj kromatografske metode za določanje fenolnih spojin v medu 
Povzetek: 
Med je čebelji produkt, ki ima zelo kompleksno sestavo. Največji delež predstavljajo 
ogljikovi hidrati, vode je 17-18 %, ostale snovi pa so v sledovih. Zaradi vsebnosti 
polifenolov ima antioksidativne in protivnetne učinke na naše telo. S količino 
polifenolov se spreminjajo tudi senzorične lastnosti medu (barva, vonj, okus, aroma) 
[1,2]. Njihova sestava v medu je odvisna predvsem od rastlinskega izvora in lahko služi 
kot prstni odtis medu [3].  
V magistrski nalogi sem razvila metodo s katero lahko določamo nekatere fenole v 
medu. Razvila sem postopek izolacije in predkoncentriranje fenolov, najprej na čistih 
raztopinah standardov in nato v sintetični matrici medu. Kot sintetično matrico medu 
sem uporabila raztopino saharoze, ki sem ji dodala  različne standarde. Določitev 
fenolov je potekalo z ekstrakcijo na trdni fazi (Oasis HLB) in ločitev s tekočinsko 
kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC) na C18 koloni. Identifikacija je potekala z 
detektorjem na niz diod (DAD). Z razvito metodo je mogoča analiza devetih fenolnih 
spojin (galna kislina, 3,5-dihidroksibenzojska kislina, klorogenska kislina, vanilinska 
kislina, (-)-epikatehin, p-kumarna kislina, sinapična kislina, kvercetin, elaginska 
kislina). 




Development of a chromatographic method for the determination of phenolic 
compounds in honey 
Abstract: 
Honey is a bee product with a very complex composition. The biggest part is 
carbohydrates, water 17-18% and trace amounts of some other substances. It has an 
antioxidant effect because it contains polyphenols, and it has an anti-inflammatory 
effect on our body. The quantity of polyphenols also changes the sensory properties of 
honey (color, smell, taste, aroma) [1, 2]. The composition of polyphenols in honey 
depends on plant sources and can be used as a fingerprint of honey [3]. 
In my master thesis I developed a method to determine phenols in honey. I developed 
the method for isolation and enrichment of phenols, first on pure solutions of standards 
and then in a synthetic honey matrix. I used sucrose solution as synthetic honey matrix 
to which I added standards. Phenol determination was performed by solid phase 
extraction (Oasis HLB) and separation by high performance liquid chromatography 
(HPLC) on a C18 column. The identification was performed with a diode array detector 
(DAD). With the developed method nine phenolic compounds can be analyzed (gallic 
acid, 3,5-dihydroxybenzoic acid, chlorogenic acid, vanillic acid, (-)-epicatechin,  
p-coumaric acid, synaptic acid, quercetin, ellagic acid). 
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Seznam uporabljenih kratic in simbolov 
DAD  detektor na niz diod (angl.diode-array detector) 
GC  plinska kromatografija (angl. gas chromatography) 
MeOH metanol 
MF  mobilna faza 
MS  masna spektrometrija 
MQ voda voda Milli – Q kvalitete 
NPLC normalno fazna tekočinska kromatografija (angl. normal phase liquid 
chromatography) 
HMF  hidroksimetilfurfural 
HPLC tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (angl. high-performance 
liquid chromatography) 
RPLC reverzno fazna tekočinska kromatografija ( angl. reverse phase liquid 
chromatography) 
RSD  relativni standardni odklon (angl. relative standard deviation) 
SPE   ekstrakcija na trdni fazi (angl. solid phase ekstraction) 
STDEV standardni odklon (angl. standard deviation) 
UV  ultravijolična (angl. ultraviolet) 
UV-Vis ultravijolična in vidna svetloba (ang. ultraviolet and visible light) 
ŋ  »ni« (izkoristek) 
  





Med je naravna sladka snov, ki jo proizvedejo čebele iz medičine (nektarja rastlin in 
mane). Surovinam iz narave dodajo še snovi iz svojega telesa in cvetni prah, ki ga 
naberejo. Njegova sestava je zelo kompleksna. Ob saharozi, glukozi, vodi in mineralov 
vsebuje tudi vitamine, organske kisline, arome in polifenole. Njihovo razmerje se 
razlikuje glede na vrsto rastlin, na katerih čebele nabirajo nektar, razmere v katerih 
nabirajo, ter samo shranjevanje in zorenje medu [1, 4]. 
Kot sladilo so ga uporabljali že v starem Egiptu, kar je razvidno iz stenskih risb, ter na 
papirusih iz obdobja okrog 1500 do 1700 let pr. n. št. V stari Grčiji je Hipokrat pisal o 
zdravilnih učinkih medu. V starem Rimu pa so med uporabljali namesto zlata za plačilo 
dajatev. Iz tega obdobja so znane tudi številne kuharske knjige, ki opisujejo med. 
Poznala so ga tudi stara ljudstva Afrike, v Srednji in Južni Ameriki pa so ga uporabljali 
še pred Kolumbom [1]. 
Danes za karakterizacijo medu uporabljajo različne metode s katerimi se določa 
fizikalne in kemijske parametre ter oceni njegovo kakovost.  
1.1 Antioksidanti in radikali 
Antioksidanti telo ščitijo pred prostimi radikali. To so atomi, molekule ali ioni, ki imajo 
vsaj en nesparjen elektron. Zato so zelo reaktivni in lahko poškodujejo celične strukture, 
vključno z nukleinskimi kislinami in kromosomi.  Nastanejo pri homolitski cepitvi 
kovalentnih vezi, pri celičnem dihanju in kot posledica dejavnikov okolja (UV in žarkov 
gama, toplote, kajenje, onesnaženje okolja). Velik vpliv na nastanek radikalov ima tudi 
uživanje zdravil in alkohola [5]. 
V telesu so prosti radikali v stalnem ravnotežju z antioksidanti. Kadar pride do 
porušenja takšnega sistema, to imenujemo oksidativni stres. Posledice so poškodbe 
celičnih struktur, ki so vzrok za staranje, degenerativne bolezni, raka in druge bolezni. 
Antioksidanti preprečujejo oksidacijo snovi, lovijo proste radikale, vežejo kovinske ione 
v kompleks in odstranjujejo ali popravijo oksidativno poškodovano biomolekulo. 
Nekatere antioksidante dobimo s hrano, nekaj pa jih telo proizvede samo (glutation, 
ubikinol, sečna kislina). Delimo jih na encimske ali neencimske, ter glede na to ali so 
topni v vodi ali maščobah. Poznanih je več mehanizmov delovanja antioksidantov, med 
katerimi sta dva najbolj znana. Pri prvem mehanizmu primarni antioksidant donira 
elektron prostim radikalom (ang. chain-breaking). V primeru drugega mehanizma, pa 




gre za odstranitev pobudnikov (reaktivne kisikove zvrsti/ ROS/ ang. reactive oxygen 
species) oksidacije – sekundarni antioksidanti. Antioksidanti lahko tudi kelirajo 
kovinske ione ali delujejo na regulacijo izražanja genov [5, 6]. 
1.2 Sestava medu 
Med vsebuje preko 300 različnih spojin, vključno z vodo, sladkorji, prostimi 
aminokislinami, proteini, encimi, esencialnimi minerali, vitamini in različnimi 
fitokemikalijami, kar prikazuje tabela 1. Razmerje vsebnosti posameznih spojin določa 
njegove lastnosti (okus, barva, struktura). Sestava je odvisna predvsem od medičine, ki 
so jo čebele prinesle iz narave in jo obdelale v panju (rastlinskega izvora), geografskega 
porekla, podnebja in vrst čebel, ki so vključene v pridelavo medu ter od tehnike 
pridobivanja in shranjevanja [1, 7]. 
Tabela 1: Sestava medu [2] 
Komponenta Količina v 100 g medu 
Voda 16,9 – 18,0 g 
Ogljikovi hidrati (skupni) 64,9 – 73,1 g 
Fruktoza 35,6 – 41,8 g 
Glukoza 25,4 – 28,1 g 
Maltoza 1,8 – 2,7 g 
Saharoza 0,2 – 1,2 g 
Beljakovine, vitamini, aminokisline in 
minerali 
0,5 – 1,0 g 
 
1.2.1 Ogljikovi hidrati 
Ogljikovi hidrati, mono- in disaharidi, predstavljajo kar 95 % suhe snovi. Najbolj 
zastopana sta monosaharida glukoza in fruktoza, ki prispevata k energijski vrednosti in 
fizikalni karakterizaciji medu (higroskopnost, granulacija, viskoznost) [2]. S pomočjo 
kisika v našem organizmu z razgradnjo ogljikovih hidratov dobimo energijo v obliki 




toplote, ter stranska produkta ogljikov dioksid in vodo, ki ju izločimo z dihanjem. 
Saharoza spada v skupino disaharidov. V medu jo je okoli 2 % ter predstavlja ostanek 
sestavljenega sladkorja iz medičine. Pod vplivom fermenta (encimov) se razgradi na 
fruktozo in glukozo [7]. Prav tako se razgradijo tudi ostali disaharidi in trisaharidi. 
Najpogosteje prisotna encima sta invertaza in α-glukozidaza. V medu najdemo tudi 
ogljikove hidrate kot so maltoza, turanoza, izomaltoza, celobioza, izopanoza in še 
mnoge druge [2]. 
Dolgo in nepravilno hranjenje medu lahko privede do pretvorbe ogljikovih hidratov v 
nezaželene spojine, ki izhajajo iz pentoz (furfural) in heksoz (5–hidroksimetilfurfural 
oz. 5–HMF). Določanje teh spojin v medu uporabljajo za določitev kvalitete medu, ki je 
lahko povečana zaradi izpostavljenost previsoki temperaturi ali predolgega hranjenja 
[2]. 
1.2.2 Beljakovine 
Beljakovin je v medu malo [7], pojavljajo se predvsem v obliki encimov in prostih 
aminokislin. Glavno aminokislino v medu predstavlja prolin, ki ga izloča slinavka 
medonosnih čebel. Uporablja se kot parameter za ocenjevanje stopnje zorenja medu. 
Ostale aminokisline so alanin, vanilin, lizin, asparagin, izolevcin, levcin, fenilalanin, 
cistein in še nekatere druge [2, 4].  
Vir encimov v medu so cvetni prah, nektar in čebela. Najpomembnejši so diastaza, 
glukoza oksidaza in invertaza. Diastaze katalizirajo hidrolizo verige škroba, pri čemer 
nastaneta dekstrin in β-amilaze, ki vodijo do nastanka maltoze. Delovanje le teh je 
pomembno za kakovost medu. Glukoza oksidaza katalizira pretvorbo glukoze v  
δ-glukonolakton, ki nadalje hidrolizira v glukonsko kislino in vodikov peroksid. 
Posledica je antimikrobna aktivnost medu. Invertaza katalizira hidrolizo saharoze do 
glukoze in fruktoze [2].  
1.2.3 Organske kisline 
V vseh vrstah medu je prisotna nizka koncentracija organskih kislin, katerih posledica je 
rahla kislost medu [2]. pH vrednost medu se giblje od 3,4 do 6,2 in je odvisna od vrste 
nektarja, ki vsebuje različnih količine organskih in anorganskih kislin, ter laktonov. 
Med citrusov, akacije, evkaliptusa, sončnic, rododendrona in timijana ima pH vrednost 
med 3,6 in 4,0. pH vrednost regratovega medu se giblje od 4,2 do 4,5, medtem ko ima 
kostanjev med pH vrednost med 5,2 in 5,5 [4]. Kisline prispevajo k antimikrobni 
aktivnosti in stabilnosti medu. Najbolj pomembna je glukonska kislina, kateri sledijo 




asparaginska kislina, citronska, ocetna, mravljična, fumarna, vinska, jantarna, oksalna in 
še mnoge druge [2]. 
1.2.4 Vitamini 
Med vsebuje nekaj vitaminov, ki so prisotni v majhnih količinah. To so askorbinska 
kislina (C), tiamin (B1), riboflavin (B2), niacin (B3), pantotenska kislina (B5) in 
piridoksin (B6). Vitamini kompleksa B izvirajo predvsem iz cvetnega prahu [2]. 
1.2.5 Minerali 
Vsebnost mineralov niha glede na botanični izvor medu, okoljskih pogojev in 
predelavo. V medu se nahaja približno 0,2 % mineralov glede na suho snov. Najbolj 
zastopani so kalij, kalcij, baker, železo, magnezij, mangan, fosfor, natrij, cink in selen 
[8]. 
1.2.6 Polifenoli 
Fenolne spojine imenujemo spojine, ki imajo vsaj en aromatski obroč in vsaj eno –OH 
skupino vezano direktno na aromatski obroč. V naravi najdemo spojine, ki imajo 
običajno več –OH skupin in jih imenujemo polifenoli [8]. 
Polifenoli so zelo močni oksidanti, delimo jih na flavonoide (flavonoli, flavoni, 
flavanoli, flavanoni, antocianidin, flavan-3-oli in izoflavoni) in neflavonoide (fenolne 
klisline). So pogosto produkt sekundarne presnove rastlin in so označene s fenolnimi 
skupinami, ki so povezane z bolj ali manj kompleksnimi strukturami. Fenolna sestava v 
medu je odvisna predvsem od rastlinskega izvora. Zato se lahko uporablja za 
klasifikacijo in avtentifikacijo medu, zlasti pri medu pridobljenem iz različnih rastlin [2, 
9]. 
Polifenoli so odgovorni za antioksidacijsko aktivnost medu, ki je povezana s 
sposobnostjo pretvorbe prostih radikalov v stabilnejše in manj strupene molekule. Tako 
zmanjšujejo število nekaterih obolenj in ugodno vplivajo na zdravje. Fenolne spojine 
stabilizirajo proste radikale z oddajo vodika iz ene od njihovih hidroksilnih skupin [2, 
9]. 
Flavonoidi so naravne kemične spojine z nizko molekulsko maso in so v večini topni v 
vodi. Osnovni skelet je flavon prikazan na sliki 1. Sestavljajo ga trije obroči s 15 atomi 
ogljika, na katere so običajno vezani vsaj dve fenolni skupini (OH), ter sta povezani s 
sladkorji (glikozidi), npr. glukozo, ksilozo, galaktozo, ramnozo, arabinozo, rutinozidom 




in glukoromanozo. Ko flavonoidi niso povezani s sladkorji, se imenujejo aglikoni. 
Delimo jih tudi glede na stopnjo oksidacije ogljikovega obroča [2]. 
 
Slika 1: Osnovna strukturna formula flavonoidov (flavon) [10]. 











Fenolne kisline so sestavljene iz fenolnega obroča in imajo vsaj eno karboksilno 
funkcionalno skupino. Glede na strukturo ločimo: C6–C3 (npr. kofeinska kislina), C6–C2 
(npr. fenilocetna kislina) in C6–C1 strukturo (npr. vanilinska kislina). Običajno so te 
spojine vezane na celulozo ali lignin, pa tudi na druge vrste organskih molekul (npr. 
glukoza in drugi sladkorji ali flavonoidi) [2]. 
Pogoste fenolne kisline v medu [2]: 
 4-(dimetilamino) benzojska 
kislina 
 kavna kislina  
 p-kumarna kislina  
 galna kislina 
 vanilinska kislina 
 siringična kislina 
 klorogenska kislina 




1.3 Analize medu 
Za nadzorovanje kakovosti medu se izvajajo fizikalno-kemijske analize, katerih rezultati 
morajo ustrezati vrednostim, ki so predpisana tako v Evropi kot tudi v Sloveniji v 
Pravilniku o medu. 
Z analizami določamo: 
 vsebnost vode, 
 električno prevodnost, 
 vsebnost v vodi netopnih snovi, 
 vsebnost prostih kislin in pH, 
 diastazno aktivnost, 
 vsebnost hidroksimetilfurfurala (HMF), 
 vsebnost sladkorjev. 
Poleg omenjenih analiz, ki jih določa Pravilnik o medu (2011), se za določanje porekla 
(geografskega in botaničnega) uporabljajo še dodatne metode s katerimi določamo: 
 vsebnost proteinov, 
 vsebnost aminokislin (najbolj pomembna je prolin), 
 vsebnost fenolov, 
 vsebnost eteričnih snovi, 
 vsebnost mineralov, 
 invertazno aktivnost. 
S spektroskopskimi metodami spremljajo kakovost, sestavo in vrsto medu. 
Kromatografske metode, kot so visoko ločljivostna tekočinska kromatografija (HPLC) 
in plinska kromatografija (GC), najpogosteje sklopljene z masno spektrometrijo (MS), 




se uporabljajo za določevanje fenolnih kislin in polifenolov, alifatskih organskih kislin 
in eteričnih snovi. 
Vsebnost rudninskih snovi (elementov v sledovih) se močno razlikujejo glede na manin 
in nektarjev med. Te določajo z induktivno masno spektrometrijo. 
Izvajajo se tudi senzorične analize, tu gre za ocenjevanje živila s človekovimi čuti: 
vidom, okusom, vohom, sluhom in dotikom. Pri tem se določi barva, videz, vonj, okus 
in aroma medu [1]. 
1.4 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) 
Kromatografija je izraz za tehnike, ki temeljijo na različnem zadrževanju topljenca v 
toku tekočine ali plina (mobilna faza) na mirujoči podlagi (stacionarna faza). Do 
ločevanja komponent pride zaradi različnih porazdelitvenih konstant. Glede na 
agregatno stanje mobilne faze, ločimo tekočinsko in plinsko kromatografijo. Cilji 
kromatografije so ločitev zmesi na posamezne komponente, ter kvalitativna in 
kvantitativna določitev le teh [11]. 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti (HPLC) je ena najpogostejših tehnik 
tekočinske kromatografije, saj je v primerjavi z ostalimi veliko hitrejša. Analize 
običajno potekajo od 5 do 60 min. Za mobilno fazo se uporablja organsko topilo, voda 
ali pufrna raztopina. Stacionarna faza pa je nanešena ali kemično vezana na delce 
polnila v kovinskih kolonah [12, 13]. 
1.4.1 Opis HPLC sistema 
Rezervoar z mobilno fazo služi za shranjevanje organskih topil, vode ali pufrnih 
raztopin, katere vodijo spojine skozi kolono. Izbira mobilne faze je odvisna od 
stacionarne faze in vpliva na retencijske čase spojin. V primeru polarne stacionarne 
faze, se uporabi manj polarna mobilna faza (normalno fazna kromatografija). Kadar je 
stacionarna faza nepolarna oz. rahlo polarna, izberemo polarno mobilno fazo (reverzno 
fazna kromatografija). Polarna mobilna faza je običajno voda z modifikacijo metanola 
ali acetonitrila. Med analizo lahko uporabljamo mobilno fazo, ki ima konstantno sestavo 
(izokratska elucija). V primeru, ko se sestava mobilne faze skozi čas spreminja, pa 
imamo gradientno elucijo. Mobilno fazo izberemo glede na njene lastnosti, kot so 
viskoznost, UV prosojnost (pri uporabi UV detektorja), temperatura vrelišča, čistost, 
toksičnost, inertnost (mobilna faza ne sme reagirati s stacionarno fazo ali deli 
instrumenta, ter vzorcem) in tudi cena [14, 15]. 




Črpalka služi za potiskanje mobilne faze skozi sistem. Zaradi zelo kompaktne sestave 
kolone, na kateri poteka separacija, lahko tlaki dosežejo tudi do 20 000 kPa (200 barov). 
Tlak uravnavamo s pretokom in je odvisen predvsem od delcev stacionarne faze in 
viskoznosti mobilne faze. Črpalka ima dva bata, da omogoča stabilen pretok mobilne 
faze brez prekinitev, kljub spreminjanju njene sestave. Med tem, ko se en bat polni, 
drugi črpa. Tlak uravnava blažilnik, ki je umeščen med batoma. Črpalka je povezana 
tudi s celico za mešanje, ki je bodisi pred ali takoj za njo. Ta je potrebna za mešanje 
mobilne faze v primeru gradientne elucije, kjer s časom spreminjamo razmerje mobilnih 
faz. Za doseganje visokih tlakov (ang. high-pressure) potrebujemo povezavo dveh 
črpalk [14]. 
Injektor zagotovi natančen vnos vzorca določenega volumna v tok mobilne faze tik 
pred vstopom na kolono. Vnos mora biti čim hitrejši, da ne povzroči motnje pri pretoku 
mobilne faze, kateri mora biti stalen od kolone do detektorja. To dosežemo s posebnim 
visokotlačnim ventilom, ročnim ali motornim. Ta ima več pretočnih poti povezanih z 
zanko različnih volumnov. Ventil mora prenesti pritiske tudi večje od 30 000 kPa.  
Injiciranje je lahko ročno ali vodeno z avtomatskim sistemom (»avtosampler«). 
Kolona je izdelana iz nerjavečega jekla, njena notranjost pa je običajno prevlečena z 
vmesnim materialom (običajno steklo ali polieter-eterketon, PEEK) na katerega je 
nanesena stacionarna faza. Dolžine kolone so od 3 do 15 cm, notranji premer kolone pa 
se giblje od nekaj mm do velikosti manjših od 1 mm. Manjši kot je premer, manj 
mobilne faze je potrebno. Poleg tega se močno izboljša ločljivost zaradi zmanjšanja 
difuzije znotraj kolone in dobimo večjo občutljivost. 
Ločba analitov je odvisna tudi od temperature, zato je kolona v termostatirani celici. 
Stacionarna faza je lahko iz različnih materialov. Preizkusili so različne organske in 
anorganske materiale.  
 Silika gel s formulo SiO2(H2O)n (n je blizu 0) je rigidna, amorfna, trdna snov in 
je en pogostejših materialov za stacionarno fazo. Sferični delci, ki so lahko tudi 
porozni, omogočajo kompaktno in homogeno nanašanje v kolono, ter posledično 
pretok mobilne faze, brez nastajanja zank. Skupina Si-OH ima pKa 10, kar je 
blizu fenolu in ima kislinsko katalitični učinek. Je zelo polaren anorganski 
material. Takšna kromatografija, kjer je mobilna faza manj polarna od 
stacionarne, se imenuje normalno fazna tekočinska kromatografija (NPLC). 




 Silikagel kot je opisan zgoraj ima slabo stabilnost. Njegove lastnosti se 
spreminjajo skozi čas in  posledično separacije analitov niso ponovljive. Zato se 
pogosteje uporablja silikagel na katerega je vezan -SiMe2R (R=C8H17/C18H37) ali 
–SiMeR2. To povzroči manjšo polarnost in se obnaša kot tekočina, saj je 
mehanizem ločevanja odvisen od porazdelitvenega koeficienta in ne od 
adsorpcijskega koeficienta. Dolžino verig vezanih na silikagel lahko 
prilagodimo in s tem spreminjamo polarnost staciiroonarne faze. Temu pravimo 
reverzno fazna tekočinska kromatografija (RPLC).  
 Poleg omenjenih modifikacij silikagela, se uporabljajo tudi stacionarne faze, kjer 
so na silicijev dioksid vezane linearne verige, ki vsebujejo aminopropil, 
cianopropil in benzilne skupine ali bipolarne ligande (zwitterion). Te povzročijo, 
da ima stacionarna faza vmesno polarnost. Uporablja se za ločevanje majhnih 
polarnih molekul, ki za ločevanje potrebujejo mobilno fazo bogato z vodo. 
Naprimer sladkorji, peptidi in druge hidrofilne spojine. 
Detektor izberemo glede na to katero spojino želimo detektirati, katero mobilno fazo 
želimo uporabiti, kakšen pretok imamo ipd. Cilj analize običajno ni popolna 
identifikacija vseh komponent vzorca, vendar imamo ciljne spojine, ki jih ločimo, ter 
kvantitativno ovrednotimo. Spojino vodimo skozi pretočno celico, kjer ji merimo 
fizikalne količine, nato pa rezultate računalniško obdelamo in jih prikažemo v obliki 
kromatograma [16]. 
Najbolj razširjeni detektorji temeljijo na optičnih lastnostih spojin (absorpcija, 
fluorescenca in lomni količnik). Največ je v uporabi detektor z nizom diod (DAD). Z 
njim lahko opazujemo celoten UV-Vis spekter v vsakem času. To je koristno, kadar so 
maksimumi analitov pri različnih valovnih dolžinah. Uporabljajo pa se tudi mnogi drugi 
detektorji, npr. masni selektivni detektor (MS), konduktometrični detektor [14, 17]. 





Slika 2: HPLC sistem [18]. 
  




2 Namen dela 
Kakovostno življenje je pogojeno z uživanjem kakovostne hrane. Ker pa je danes na 
trgu vse več ponudnikov, ki nam ponujajo hrano iz različnih geografskih območij z 
različno kakovostjo, je potrebno le-to nadzorovati.  
Antioksidanti so zelo pomemben del prehranjevanja, saj preprečujejo škodljive učinke 
prostih radikalov na celice. S tem zmanjšujejo ali celo ustavijo oksidacijo molekul in 
tako upočasnijo staranje, ter zmanjšajo možnosti razvijanja določenih bolezni. 
Antioksidante najdemo v različnih živilih, npr. v zelenjavi, sadju, žitaricah, čajih. 
Veliko pa jih najdemo tudi v medu, kateri ima zelo kompleksno sestavo [19]. 
Za zagotavljanje dobre kakovosti, geografskega in botaničnega izvora medu 
potrebujemo analize, ki zagotovijo natančne, točne in ponovljive rezultate. Te pa lahko 
zagotovimo z dobro preučenimi metodami in standardizacijo le teh. 
Za dokazovanje botaničnega izvora medu je bilo narejenih že nekaj študij kjer so 
določali flavonoide v medu. Kot marker v medu citrusov so dokazali prisotnost 
flavanoida hesperetin, med rožmarina je vseboval kamferol in v sončničnem medu je bil 
prisoten kvercetin. Med kislinami so zaznali elaginsko kislino v resinem medu in  
p-kumarno kislino v kostanjevem, sončničnem, sivkinem in akacijevem medu [20].  
Namen moje magistrske naloge je bil, da razvijem metodo za določanje nekaterih 
polifenolov s tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti (HPLC). Tehnika nam 
omogoča hitre in natančne rezultate, katere bi lahko uporabili za preverjanje 
geografskega in botaničnega izvora medu. Glede na vsebnost polifenolov pa lahko  
določimo tudi kakovost medu. Potrebno je bilo optimizirati ločbo izbranih standardov, 
določiti linearno območje in izmeriti ponovljivost meritev. Pred kromatografsko ločbo 
je potrebna predpriprava vzorca, kjer ločimo polifenole od sladkorjev (ekstrakcija). Pri 








3 Eksperimentalni del 
3.1 Kemikalije 
- voda MQ kvalitete 
- metanol; CH3OH, Ultra Gradient HPLC Grade (T. Baker, Poljska) 
- fosforna kislina; H3PO4, for analysis, 85 % (Carlo Erba, Francija) 
- klorovodikova kislina; HCl, 37 %, for analysis – ISO (VWR Chemicals, 
Francija) 
- saharoza; C12H22O11, p.a. (Kemika, Zagreb) 
- acetonitril; C2H3N, HPLC Gradient grade, 99,9 % (Fisher Chemical, Anglija) 
- natrijev dihidrogenfosfat dihidrat; NaH2PO4∙2H2O, min. 99 % (Kemika, Zagreb) 
 topilo: metanol 
 MF A: acetonitril  
 MF B: 0,1 % fosforna kislina (1 ml fosforne kisline /1 l MQ vode) 
3.2 Standardi 
Priprava osnovne raztopine standardov: c ≈ 1 mg/ml 
V 25 ml bučke sem natehtala približno 25 mg standarda na analitski tehtnici (Mettler – 
Toledo, Švica) in do oznake razredčila z metanolom. Za pripravo ostalih koncentracij, 
sem uporabila osnovne standardne raztopine (c ≈ 1 mg/ml), ki sem jih razredčevala s 
primerno količino MQ vode. Uporabljeni standardi so predstavljeni v Tabela 2. 
Določitev posameznih vrhov v kromatogramu je potekalo z injiciranjem posameznih 
standardov (c ≈ 0,01 mg/ml) in injiciranjem raztopine, ki je vsebovala vse standarde (c 
≈ 0,01 mg/ml ). 
Za umeritveno krivuljo sem pripravila raztopine, ki so vsebovale vse standarde, 
koncentracij: 0,1 mg/ml, 0,07 mg/ml, 0,05 mg/ml, 0,02 mg/ml, 0,01 mg/ml, 0,005 
mg/ml in 0,001 mg/ml. Pripravila sem jih z razredčevanjem osnovne raztopine. 




Tabela 2: Uporabljeni standardi za analizo  








































Strukture molekul so bile narisane v programu Marvin Sketch 17.8. 
  




3.3 Kromatografska oprema in pogoji 
Za karakterizacijo fenolnih spojin sem uporabila HPLC sistem (Agilent 1100 Series). 
Sistem je sestavljen iz vakuumske črpalke, avtomatskega vzorčevalnika (z doziranjem  
20 μl vzorca), HPLC kolone v termostatni komori (C18, 150 mm × 4,6 mm, 5 μm, ODS 
HYPERSIL, Thermo electron corporation) in UV detektorja z nizom diod (DAD – 
diode array detector).  
Ločevanje spojin je potekalo z metodo, katere gradient je predstavljen na sliki 3. Za 
mobilni fazi sem uporabila acetonitril in cca. 0,1 % fosforno kislino. Ločba je potekala 
pri sobni temperaturi in pretoku 1 ml/min. UV detekcijo sem izvajala pri 254 nm. 
 






























3.4 Ekstrakcija fenolov iz matrice 
Za ločitev fenolnih spojin od ostalih spojin v matrici (saharoze) sem uporabila SPE 
kartuše: Oasis HLB (60 μm, 150 g), proizvajalca Waters.  
Sledila sem postopku, ki je opisan v članku Solid-phase Extraction procedure for 
determination of phenolic acids and some flavonols in honey navedenem v virih [21]. 
Regeneracija kartuše je potekala s spiranjem s 4 ml MeOH in nato z 2 ml MQ vode. Na 
regenerirano kartušo sem nanesla 10 ml vzorca, ki je bil pripravljen iz 1 ml raztopine 
standarda in nakisane vode (pH = 2). Nato sem spirala s 30 ml nakisane vode (pH = 2) 
in eluirala standarde s 30 ml MeOH v bučko za rotavapiranje. Eluat sem sušila na 
rotavaporju do suhega in ga nato raztopila v 10 ml raztopini MeOH/MQ (1 ml/10 ml). 
V viru je navedeno spiranje kartuše s 50 ml nakisane vode in eluiranje s 50 ml MeOH. 
Pri izvedbi poizkusa, kjer sem uporabila mešanico standardov koncentracije 0,05 
mg/ml, sem vsakih 10 ml analizirala na HPLC in ugotovila, da se po 30 ml eluirajo vsi 
standardi.  
Za rotavapiranje sem uporabila rotavapor (Büchi, Švica) in termostatsko kopel (Büchi, 
Švica), ki sem jo segrela na 40 °C. 
Nakisano vodo pH = 2 sem pripravila z 8,3 ml HCl/ 1 l MQ. 
  




3.5 Priprava matrice 
Za matrico sem uporabila raztopino saharoze. Pripravila sem približne koncentracije:  
5 %, 10 %, 20 % in 50 % saharoze. Tehtala sem na analitski tehtnici (Sartorius, 
Nemčija). Točne mase so podane v tabeli 3. 
Tabela 3: Točne mase saharoze za pripravo raztopin matrice različnih koncentracij 
Koncentracija [%] Masa saharoze [g] Volumen [ml] 
5 1,0001 20 
10 2,0030 20 
20 3,9999 20 
50 10,0011 20 
 
1 ml 0,1 mg/ml mešanice standardov sem razredčila z matrico (5 %/10 %/20 %/50 % 
saharoze) do 10 ml. Tako pripravljeni 0,01 mg/ml raztopini sem odvzela 1 ml, ga 
razredčila z nakisano vodo (pH = 2) do približno 10 ml in ga nanesla na regenerirano 
Oasis kartušo, kot je opisano v poglavju 3.4. 
  





Vzorce sem skoncentrirala za faktor 4 in faktor 10. Iz 0,001 mg/ml sem dobila vzorce s 
koncentracijo 0,004 mg/ml in 0,01 mg/ml. 
Za koncentriranje vzorca sem uporabila dva postopka. Prvega sem izvedla z raztopino 
standardov v MQ vodi, drugega pa z raztopino standardov v 20% saharozi (matrica). 
Pri koncentraciji za faktor 4 sem uporabila 2 ml (0,01 mg/ml) raztopine standardov in 
jih razredčila na 20 ml z MQ vodo oz. z 20 %  raztopino saharoze (matrica). Pri čemer 
sem dobila koncentracijo raztopine 0,001 mg/ml. Raztopino sem nanesla na Oasis 
kartušo in sledila postopku spiranja (30 ml nakisane vode, pH = 2) in nato eluiranja (30 
ml MeOH), kot je opisano v poglavju 3.4 Ekstrakcija fenolov iz matrice. Po sušenju na 
rotavaporju sem suh preostanek raztopila v 5 ml raztopine MeOH/MQ (1 ml/ 10 ml). 
V primeru koncentriranja vzorca za faktor 10, je bil postopek enak zgornjemu, le da sem 
po sušenju na rotavaporju suh preostanek raztopila v 2 ml raztopine MeOH/MQ (1 ml/ 
10 ml). 
Poizkus 10-kratnega koncentriranja izveden s posamičnim standardom 
(epikatehin/elaginska kislina) je bil izveden po enakem postopku kot za raztopino 
mešanice standardov. 
3.7 Kapaciteta OASIS kartuše 
Za preverjanje kapacitete kartuše sem na enaki kartuši ponovila devet poizkusov 
ekstrakcije fenolov. Najprej sem poizkuse izvedla brez matrice, nato pa še z matrico  
(20 % saharoze). 
Postopek je enak postopku, ki je opisan v poglavju 3.6 Koncentriranje, kjer se je 
koncentracija vzorca iz 0,001 mg/ml povečala na 0,01 mg/ml (faktor 10).




4 Rezultati in razprava 
4.1 Optimizacija kromatografske ločbe (HPLC – DAD) 
Za optimizacijo ločbe sem uporabila mešanico vseh standardov (c ≈ 0,01 mg/ml), ki so 
navedeni v Tabela 2. 
Za začetno gradientno metodo sem uporabila zviševanje organske faze od 2. do 25. 
minute iz 10 % na 90 %. Zaradi prekrivanja vrhov sem prilagajala gradient in dobila  
najboljšo ločbo v primeru, ko sem uporabila metodo, ki je predstavljena na sliki 3. 
Zaradi prekrivanja vrhova fumarne kisline z vrhom galne kisline, v nadaljevanju 
fumarne kisline nisem določala. 
Na sliki 4 je prikazan kromatogram ločbe standardov. Vrhove sem identificirala glede 
na retencijske čase, ki so predstavljeni v tabeli 4. 
 
Slika 4: Kromatogram ločbe standardov pri koncentraciji 0,005 mg/ml 
  




Tabela 4: Seznam uporabljenih standardov z retencijskimi časi  
Standard Retencijski čas [min] 
Galna kislina 3,4 
3,5-dihidroksibenzojska kislina 4,9 
Klorogenska kislina 8,3 
Vanilinska kislina 9,0 
Epikatehin 9,9 
p-kumarna kislina 12,2 
Sinaptična kislina 13,3 
Elaginska kislina 13,8 
Kvercetin 21,3 
4.2 Umeritvena krivulja 
Za določitev linearnosti sem uporabila raztopine standardov v koncentracijskem 
območju od 0,1 mg/ml do 0,0001 mg/ml. Pri koncentraciji 0,0001 mg/ml so bili vrhovi 
prenizki za integracijo, zato sem za umeritveno krivuljo uporabila najnižjo 
koncentracijo 0,001 mg/ml. 
Umeritvene krivulje posameznih standardov so prikazane na slikah 5, 6, 7 in 8. 
 
Slika 5: Umeritveni krivulji galne kisline (modra) in 3,5-dihidroksibenzojske kisline 
(rdeča) 
y = 206684x + 867,02
R² = 0,9686
























Slika 6: Umeritvene krivulje vanilinske kisline (modra), epikatehina (rdeča) in 
kvercetina (zelena) 
 
Slika 7: Umeritveni krivulji sinaptične kisline (modra) in klorogenske kisline (rdeča) 
y = 192202x - 203,6
R² = 0,9992
y = 165518x + 173,91
R² = 0,9953



















y = 85221x - 40,34
R² = 0,9999




























Slika 8: Umeritveni krivulji elaginske kisline (rdeča) in p-kumarne kisline (modra) 
Slika 5 in Slika 6 predstavljata umeritvene krivulje za standarde, kateri imajo površino 
vrha pri koncentraciji 0,1 mg/ml med 10.000 in 20.000 enot. Slika 7 predstavlja 
umeritveni krivulji za standarda, katera imata površino vrha pri koncentraciji 0,1 mg/ml 
med 5.000 in 9.000 enot. Slika 8 pa predstavlja umeritveni krivulji za standarda, ki 
imata površino vrha pri koncentraciji 0,1 mg/ml pod 3.500 enot. Determinacijski 
koeficient (R2) nakazuje koliko točke (površine vrhov) odstopajo od linearnosti. 
Vrednosti se gibljejo med 0,9686 (najslabša – galna kislina) in 0,9999 (najboljša – 
sinaptična kislina). Zaradi slabe linearnosti galne kisline, sem izpustila zadnjo točko pri 
koncentraciji 0,1 mg/ml in tako dosegla R2 = 0,996. Torej je linearno območje galne 
kisline v območju koncentracije od 0,001 do 0,07 mg/ml, njeno umiritveno krivuljo 
predstavlja Slika 9. 
 
Slika 9: Umeritvena krivulja galne kisline 
y = 4401,4x - 17,728
R² = 0,9835












































4.3 Ponovljivost meritev 
Ponovljivost meritev sem preverila s petkratnim injiciranjem raztopin mešanice 
standardov (c ≈ 0,005 mg/ml, 0,02 mg/ml in 0,07 mg/ml) in izračunala standardni 
odklon (STD) in relativni standardni odklon (RSD) površin posameznih vrhov. 
Rezultati so predstavljeni v tabelah  5, 6 in 7. 
Tabela 5: Površine vrhov posameznih standardov pri večkratni ponovitvi meritev in 

















Galna kislina 1019,9 1022,2 1042,9 976,1 1053,5 1022,9 29,7 2,9 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
1207,4 1208,7 1173,3 1135,9 1242,6 1193,6 40,5 3,4 
Klorogenska kislina 1047,9 1044,5 1044,4 1128,4 1086,5 1070,3 37,0 3,5 
Vanilinska kislina 294,8 291,2 316,0 328,2 299,9 306,0 15,6 5,1 
Epikatehin 944,0 940,6 1020,6 1029,0 982,5 983,3 41,4 4,2 
p-kumarna kislina 748,1 743,5 812,8 820,8 756,7 776,4 37,3 4,8 
Sinaptična kislina 283,3 276,5 335,8 310,6 297,11 300,7 23,6 7,9 
Elaginska kislina 114,2 102,2 130,7 117 121,5 117,1 10,4 8,9 
Kvercetin 469,1 536,2 513,8 514,4 481 502,9 27,3 5,4 
Tabela 6: Površine vrhov posameznih standardov pri večkratni ponovitvi meritev in 

















Galna kislina 3546,1 3506,2 3540,0 3540,1 3558,3 3538,1 19,4 0,5 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
4164,1 4207,4 4220,9 4236,4 4239,3 4213,6 30,5 0,7 
Klorogenska kislina 3996,3 4152,6 4106,9 4013,4 4016,4 4057,1 68,7 1,7 
Vanilinska kislina 998,1 965,8 962,9 1005,3 1000,6 986,5 20,5 2,1 
Epikatehin 3698,3 3587,2 3730,3 3691,9 3595,8 3660,7 64,9 1,8 
p-kumarna kislina 3110,2 3066,6 3076,3 3010,0 3048,2 3062,3 36,9 1,2 
Sinaptična kislina 1391,9 1380,8 1403,6 1351,0 1102,2 1325,9 126,6 9,5 
Elaginska kislina 191,4 233,9 198,9 184,3 175,7 196,8 22,4 11,4 
Kvercetin 1885,4 1943,1 1947,2 1963,9 1995,3 1947,0 40,1 2,1 




Tabela 7: Površine vrhov posameznih standardov pri večkratni ponovitvi meritev in 

















Galna kislina 14049,0 13519,9 13560,5 13616,2 13012,5 13551,6 368,5 2,7 
3,5-dihisroksibenzojska 
kislina 
12494,5 12814,6 12620,6 12367,3 12406,9 12540,8 181,3 1,4 
Klorogenska kislina 15983,0 15773,8 15794,9 15758,3 15806,8 15823,4 91,2 0,6 
Vanilinska kislina 3407,3 3483,1 3417,8 3452,3 3293,3 3410,8 72,1 2,1 
Epikatehin 15444,5 15416,5 15544,5 15495,8 15719,6 15524,2 119,7 0,8 
p-kumarna kislina 12430,9 12353,6 12383,9 12254,6 12258,2 12336,2 77,9 0,6 
Sinaptična kislina 6989,9 7026,2 7000,4 7011,2 7086,1 7022,8 37,9 0,5 
Elaginska kislina 1514,5 1531,9 1524,2 1530,4 1497,3 1519,7 14,3 0,9 
Kvercetin 8411,9 8480,8 8508,5 8460,1 8492,3 8470,7 37,3 0,4 
Večji vrednosti RSD-ja so pri sinaptični kislini in elaginski kislini, zaradi rahlega 
prekrivanja vrhov in posledično oteženega integriranja. 
Pri koncentraciji 0,02 mg/ml je RSD elaginske kisline 11,4 %. To sem pripisala 
oteženemu integriranju, zaradi majhne površine vrha. 
Pri vseh ostalih meritvah je RSD manjši od 10 %, torej so ponovitve injiciranja 
zadovoljive. 
4.4 Izkoristek ekstrakcije brez matrice 
Preverila sem izkoristek ekstrakcije standardov na Oasis kartuši pri petih različnih 
koncentracijah (0,0005 mg/ml, 0,001 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml in 0,02 mg/ml). 
Raztopine standardov določenih koncentracij sem pomerila pred ekstrakcijo in po 
ekstrakciji, ter izračunala izkoristek. Površine vrhov in izračunani izkoristki so podani v 
tabelah 8, 9, 10, 11, 12 in 13. 
  




Tabela 8: Površine vrhov pri koncentraciji 0,0005 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije. 
 
Pri koncentraciji vzorca 0,0005 mg/ml  močno odstopata epikatehin in elaginska kislina. 
Izkoristek za epikatehin je pod 20 %, izkoristek za elaginsko kislino pa presega 150 %.  
Tabela 9: Površine vrhov pri koncentraciji 0,001 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 




Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 348,0 327,7 0,94 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
283,3 280,9 0,99 
Klorogenska kislina 47,9 43,7 0,91 
Vanilinska kislina 338,5 334,3 0,99 
Epikatehin 213,4 88,4 0,41 
p-kumarna kislina 128,9 112,5 0,87 
Sinaptična kislina 52,9 54,3 1,03 
Elaginska kislina 31,3 42,7 1,37 
Kvercetin 26,1 99,9 3,83 
Pri koncentraciji vzorca 0,001 mg/ml je izkoristek za epikatehin še vedno pod  




Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 184,3 170,3 0,92 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
141,1 142,1 1,01 
Klorogenska kislina 24,8 20,0 0,81 
Vanilinska kislina 162,9 172,7 1,06 
Epikatehin 100,3 17,7 0,18 
p-kumarna kislina 69,7 60,3 0,87 
Sinaptična kislina 27,1 22,1 0,82 
Elaginska kislina 16,2 24,9 1,54 
Kvercetin 37,1 34,4 0,93 




Tabela 10: Površine vrhov pri koncentraciji 0,005 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 1879,6 1345,5 0,72 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
1446,3 1380,3 0,95 
Klorogenska kislina 267,3 242,3 0,91 
Vanilinska kislina 1771,8 1721,6 0,97 
Epikatehin 1105,9 595,1 0,54 
p-Kumarna kislina 665,0 590,6 0,89 
Sinaptična kislina 355,7 314,6 0,88 
Elaginska kislina 229,6 242,9 1,06 
Kvarcetin 679,9 402,3 0,59 
 
Pri koncentraciji vzorca 0,005 mg/ml se je izkoristek za epikatehin povečal na 54 %. 
Prenizki izkoristki pa so tudi za galno kislino (72 %) in kvercetin (59 %). 
Tabela 11: Površine vrhov pri koncentraciji 0,01 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 3690,6 2308,1 0,63 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
2772,1 2690,5 0,97 
Klorogenska kislina 500,8 478,1 0,95 
Vanilinska kislina 3645,6 3646,7 1,00 
Epikatehin 2104,7 1592,4 0,76 
p-kumarna kislina 1230,2 1275,3 1,04 
Sinaptična kislina 691,9 692,7 1,00 
Elaginska kislina 762,3 767,7 1,01 
Kvercetin 1425,6 1383,5 0,97 
 
Izkoristek za epikatehin pri koncentraciji 0,01 mg/ml naraste na 76 %. Odstopa pa galna 
kislina, ki ima izkoristek 63 %. Izkoristki za ostale standarde so sprejemljivi in se 
gibljejo okoli 100 %. 




Pri 0,02 mg/ml sem standarde razdelila na polovico, da sem lahko izhajala iz enakih 
raztopin. 
Tabela 12: Površine vrhov pri koncentraciji 0,02 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 7029,9 3500,1 0,50 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
5323,3 5091,4 0,96 
Klorogenska kislina 859,8 921,9 1,07 
Epikatehin 3824,4 3144,3 0,82 
p-kumarna kislina 2176,1 2222,8 1,02 
 
Tabela 13: Površine vrhov pri koncentraciji 0,02 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Vanilinska kislina 8045,9 7991,1 0,99 
Sinaptična kislina 1315,8 1420,5 1,08 
Elaginska kislina 1055,5 1009,2 0,96 
Kvercetin 2075,1 2169,2 1,05 
 
Pri koncentraciji 0,02 mg/ml močno odstopa le galna kislina, ki ima izkoristek 50 %. 
Zaradi padanja izkoristkov galne kisline in velikih odstopanj izkoristkov kvercetina pri 
koncentraciji 0,001 mg/ml, 0,005 mg/ml in 0,01 mg/ml, sem poizkus ponovila s 
posamičnima standardoma. Za galno kislino sem uporabila koncentracije 0,001 mg/ml, 
0,005 mg/ml in 0,01 mg/ml. Za kvercetin sem poizkus izvedla pri koncentraciji 0,005 
mg/ml. 
  




Tabela 14: Površine vrhov pred/po ekstrakciji na Oasis kartuši in izkoristek ekstrakcije 
za galno kislino. 
Koncentracija [mg/ml] 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
0,001 395,5 363,2 0,92 
0,005 2107,3 1680,0 0,80 
0,01 4179,0 3179,9 0,76 
 
V primeru povečevanja koncentracije galne kisline se  izkoristek ekstrakcije zmanjša. 
Pri 0,01 mg/ml pade že pod 80 %. Torej je trend padanja neodvisen od ostalih 
standardov v raztopini. 
Tabela 15: Površine vrha pri koncentraciji 0,005 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije za kvercetin. 
Koncentracija [mg/ml] 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
0,005  651,1 162,2 0,25 
 
Izkoristek kvercetina pri 0,005 mg/ml znaša le 25 %. Rezultat še vedno odstopa.  
Neustreznost rezultatov za kvercetin ni mogoče povezati in pojasniti s fizikalno 
kemijskimi pojavi.  
 
  




4.4.1 Vpliv pH na izkoristek ekstrakcij 
Pri koncentraciji 0,005 mg/ml sem naredila še dva poizkusa, pri katerim sem uporabila 
raztopino za razredčevanje in spiranje kartuše, ki sta imeli pH = 4 in pH = 7. Izkoristki 
so podani v tabelah 16 in tabeli 17. 
Tabela 16: Površine vrhov pri koncentraciji 0,005 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije pri spiranju z raztopino pH = 4. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 1975,7 1135,7 0,57 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
1454,5 1342,0 0,92 
Klorogenska kislina 244,0 248,3 1,02 
Vanilinska kislina 888,6 891,0 1,00 
Epikatehin 1037,2 1014,9 0,98 
p-kumarna kislina 437,0 484,6 1,11 
Sinaptična kislina 318,7 345,5 1,08 
Elaginska kislina 202,3 243,1 1,20 
Kvercetin 567,6 324,2 0,57 
 
Pri pH = 4 močno odstopajo galna kislina (ŋ = 57 %), elaginska kislina (ŋ = 120 %) in 
kvercetin (ŋ = 57 %).  
Tabela 17: Površine vrhov pri koncentraciji 0,005 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije pri spiranju z raztopino pH = 7. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 1975,7 / 0,00 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
1454,5 / 0,00 
Klorogenska kislina 244,0 193,8 0,79 
Vanilinska kislina 888,6 82,0 0,09 
Epikatehin 1037,2 1017,1 0,98 
p-kumarna kislina 644,9 497,8 0,77 
Sinaptična kislina 318,7 299,6 0,94 
Elaginska kislina 202,3 153,7 0,76 
Kvercetin 567,6 559,7 0,99 
 




Pri pH = 7 vrhova galne kisline in 3,5-dihidroksibenzojske kisline nista bila opažena. 
Izkoristek vanilinske kisline je padel pod 10 %, izkoristki klorogenske kisline,  
p-kumarne kisline in elaginske kisline pa so pod 80 %. 
Slabe izkoristke pripisujem deprotonaciji kislin, zaradi večje pH vrednosti raztopin v 
kateri sem jo nanašala na Oasis kartušo. Posledično so se slabo zadrževale na kartuši in 
je potekla eluacija že pri spiranju. Vrednosti pKa standardov se gibljejo od 2,66 do 9.  
  




4.5 Izkoristek ekstrakcije z matrico 
Za simulacijo medu sem naredila raztopino saharoze (matrico). Poizkus sem izvedla pri 
štirih različnih koncentracijah raztopine saharoze (5 %, 10 %, 20 % in 50 %). 
Koncentracija standardov je v vseh primerih 0,001 mg/ml. Izkoristki so podani v 
tabelah 18, 19, 20 in 21. 
Tabela 18: Površine vrhov pri koncentraciji 0,001 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije pri matrici 5 % saharoze. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 268,2 241,8 0,90 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
205,5 209,3 1,02 
Klorogenska kislina 58,4 47,0 0,80 
Vanilinska kislina 174,7 175,5 1,00 
Epikatehin 181,8 86,2 0,47 
p-kumarna kislina 92,15 98,4 1,07 
Sinaptična kislina 77,1 61,4 0,80 
Elaginska kislina 29,9 41,6 1,39 
Kvercetin 116,3 98,6 0,85 
 
Tabela 19: Površine vrhov pri koncentraciji 0,001 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije pri matrici 10 % saharoze. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 268,2 236,7 0,88 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
205,5 211,7 1,03 
Klorogenska kislina 58,4 37,7 0,64 
Vanilinska kislina 174,7 178,1 1,02 
Epikatehin 181,8 91,0 0,50 
p-kumarna kislina 92,2 98,8 1,07 
Sinaptična kislina 77,1 49,9 0,65 
Elaginska kislina 29,9 67,8 2,27 
Kvercetin 116,3 104,6 0,90 
 
  




Tabela 20: Površine vrhov pri koncentraciji 0,001 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije pri matrici 20 % saharoze. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 256,4 228,5 0,89 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
205,1 207,1 1,01 
Klorogenska kislina 51,9 46,5 0,90 
Vanilinska kislina 169,3 175,0 1,03 
Epikatehin 173,2 26,8 0,15 
p-kumarna kislina 92,5 86,0 0,93 
Sinaptična kislina 67,9 55,2 0,81 
Elaginska kislina 30,1 40,3 1,34 
Kvercetin 101,4 94,6 0,93 
 
Tabela 21: Površine vrhov pri koncentraciji 0,001 mg/ml pred/po ekstrakciji na Oasis 
kartuši in izkoristek ekstrakcije pri matrici 50 % saharoze. 
Standard 
Površina vrha brez 
ekstrakcije 
Površina vrha po 
ekstrakciji 
ŋ 
Galna kislina 264,8 238,1 0,90 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
221,7 210,5 0,95 
Klorogenska kislina 52,8 47,2 0,90 
Vanilinska kislina 159,8 180,6 1,13 
Epikatehin 178,8 65,3 0,37 
p-kumarna kislina 94,6 100,7 1,06 
Sinaptična kislina 70,2 64,6 0,92 
Elaginska kislina 23,5 59,2 2,52 
Kvercetin 84,4 101,6 1,20 
 
Spreminjanje izkoristka s povečevanjem koncentracije saharoze v matrici je prikazano 
tudi na slikah 10, 11, 12, 13 in 14. 





Slika 10: Odvisnosti izkoristka od koncentracije saharoze v matrici za galno kislino, 
klorogensko kislino, p-kumarno kislino in sinaptično kislino. 
 
Slika 11: Odvisnosti izkoristka od koncentracije saharoze v matrici za 3,5-
dihidroksibenzojsko kislino in vanilinsko kislino. 
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Slika 13: Odvisnosti izkoristka od koncentracije saharoze v matrici za elaginsko kislino. 
 
Slika 14: Odvisnosti izkoristka od koncentracije saharoze v matrici za epikatehin. 
Izkoristek je naraščal le v primeru kvercetina. Pri vseh ostalih se je spreminjal 
neodvisno od koncentracije matrice. Močno odstopanje od 100 % je opazno pri 
epikatehinu in elaginski kislini. Pri matrici 10 % saharoze sta pod 70 % izkoristkom tudi 
klorogenska kislina in sinaptična kislina.  Pri matrici 50 % saharoze pa je izkoristek 
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Po nanosu standardov s koncentracijo 0,001 mg/ml na Oasis kartušo, eluiranjem in nato 
sušenjem na rotavaporju, sem suh preostanek raztopila v štirikrat in desetkrat manjšem 
volumnu.  
4.6.1 Koncentriranje vzorca za faktor 4 
Koncentriranje sem izvedla iz koncentracije 0,001 mg/ml na 0,004 mg/ml. 
Tabela 22: Površine vrhov posameznih standardov pred in po ekstrakciji (brez matrice/z 


















Galna kislina 1122,5 942,1 0,84 879,2 0,78 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
869,5 880,9 1,01 844,2 0,97 
Klorogenska kislina 209,1 179,4 0,86 195,8 0,94 
Vanilinska kislina 738,6 744,4 1,01 711,8 0,96 
Epikatehin 710,0 417,8 0,59 445,9 0,63 
p-kumarna kislina 420,6 402,9 0,96 390,6 0,93 
Sinaptična kislina 295,3 235,8 0,80 262,2 0,89 
Elaginska kislina 170,0 243,7 1,44 158,8 0,94 
Kvercetin 494,8 439,8 0,89 431,3 0,87 
 
Izkoristki se gibljejo od 80 % do 100 %. Izstopa epikatehin, ki ima izkoristek 59 % 
(brez matrice) in 63 % (z matrico), ter elaginska kislina, ki ima brez matrice izkoristek 
144 %. 
  




4.6.2 Koncentriranje vzorca za faktor 10 
Koncentriranje sem izvedla iz koncentracije 0,001 mg/ml na 0,01 mg/ml. 
Tabela 23: Površine vrhov posameznih standardov pred in po ekstrakciji (brez matrice/z 

















Galna kislina 2205,6 2506,4 1,14 2099,1 0,75 
3,5-dihidroksibenzojska 
kislina 
2069,4 2164,8 1,05 2011,7 0,92 
Klorogenska kislina 442,8 490,3 1,11 432,9 0,82 
Vanilinska kislina 1740,5 1837,9 1,06 1710,6 0,91 
Epikatehin 920,5 1272,1 1,38 931,8 0,52 
p-kumarna kislina 929,9 987,8 1,06 914,6 0,90 
Sinaptična kislina 599,3 668,3 1,12 569,8 0,79 
Elaginska kislina 532,7 441,4 0,83 321,8 2,12 
Kvercetin 984,6 1119,1 1,14 916,4 1,21 
 
Izkoristki se, v primeru poizkusa brez matrice, gibljejo med 100 % in 115 %, z izjemo 
elaginske kisline (ŋ = 83 %) in epikatehina (ŋ = 138 %). V primeru uporabe matrice se 
izkoristki ekstrakcije gibljejo med 75 % in 90 %. Izjemi sta ponovno epikatehin (ŋ = 52 
%) in elaginska kislina (ŋ = 212 %), ter kvarcetin s 121 %. 
Izkoristke ekstrakcij večjim od 100 % lahko pripišemo neidentificiranim interferencam. 
  




Zaradi odstopanj epikatehina in elaginske kisline, sem poizkus 10-kratnega 
koncentriranja ponovila z raztopinami, ki so vsebovale posamična standarda. 
Tabela 24: Površine vrhov epikatehina pred in po ekstrakciji (brez matrice/z matrico) in 

















Epikatehin 1826,7 1072,7 0,59 1138,5 0,62 
 
Tabela 25: Površine vrhov elaginske kisline pred in po ekstrakciji (brez matrice/z 

















Elaginska kislina 23,8 13,5 0,57 34,9 1,47 
 
Izkoristki še vedno močno odstopajo. Glede na nihanje izkoristkov epikatehina in 
elaginske kisline, lahko predvidevamo, da gre za razpadanje standarda. Poleg tega se 
standardi z visokimi pKa vrednosti lahko protonirajo in se zaradi tega slabo zadržuje na 
koloni, ter imajo posledično slabe izkoristke. pH vrednost raztopine (pH = 2) sem 
prilagodila glede na ustreznost večine standardov. Epikatehin ima pKa vrednost 9. 
  




4.7 Kapaciteta OASIS kartuše 
Rezultati izkoristkov izvedbe devetih zaporednih poizkusov ekstrakcije fenolov na isti 
Oasis kartuši je podana v spodnjih tabelah. Pri poizkusu je bilo izvedeno koncentriranje 
iz 0,001 mg/ml na 0,01 mg/ml. 
4.7.1 Poizkusi izvedeni brez uporabe matrice 
Najprej sem izvedla poizkuse, kjer sem na Oasis kartušo nanesla le standarde v topilu in 
pri tem nisem uporabila matrice. 












0,90 0,95 0,88 0,96 1,00 0,88 0,93 0,94 0,83 0,92 0,06 
3 Klorogenska kislina 0,87 0,86 0,78 0,81 0,79 0,68 0,89 0,84 0,77 0,81 0,08 
4 Vanilinska kislina 0,90 0,94 0,88 0,95 1,00 0,88 0,92 0,93 0,82 0,91 0,06 
5 Epikatehin 0,59 0,50 0,45 0,64 0,70 0,56 0,64 0,67 0,61 0,53 0,15 
6 p-kumarna kislina 0,87 0,92 0,84 0,92 0,97 0,84 0,89 0,90 0,81 0,88 0,06 
7 Sinaptična kislina 0,85 0,84 0,78 0,80 0,74 0,64 0,85 0,80 0,75 0,78 0,09 
8 Elaginska kislina 1,73 1,91 1,61 1,79 2,10 2,21 1,31 1,62 1,39 1,74 0,17 
9 Kvercetin 0,72 0,73 0,67 0,71 0,73 0,68 0,70 0,69 0,64 0,70 0,04 
 
  




4.7.2 Poizkusi izvedeni z uporabo matrice (20 % saharoza) 
Poizkus sem ponovila na novi Oasis kartuši s standardi v matrici (20 % saharoze). 
Tabela 27: Izkoristki ekstrakcije zaporednih poizkusov na enaki kartuši ob prisotnosti 
matrice (20 % saharoza). 
Zap. 
Št. 








0,95 0,97 0,95 0,94 0,97 0,93 0,83 0,94 0,92 0,93 0,05 
3 Klorogenska kislina 0,89 0,88 0,85 0,92 0,93 0,87 0,80 0,88 0,87 0,88 0,04 
4 Vanilinska kislina 0,94 0,96 0,94 0,93 0,96 0,93 0,81 0,92 0,91 0,92 0,05 
5 Epikatehin 0,40 0,31 0,42 0,55 0,57 0,51 0,53 0,54 0,47 0,48 0,18 
6 p-Kumarna kislina 0,90 0,93 0,90 0,90 0,93 0,89 0,80 0,90 0,86 0,89 0,04 
7 Sinaptična kislina 0,88 0,89 0,85 0,91 0,92 0,87 0,80 0,89 0,83 0,87 0,05 
8 Elaginska kislina 1,52 1,49 1,58 1,42 1,50 1,52 1,19 1,44 1,47 1,46 0,08 
9 Kvercetin 0,75 0,79 0,77 0,79 0,79 0,73 0,69 0,76 0,72 0,75 0,05 
 
Izkoristki v obeh primerih (brez matrice/z matrico) rahlo nihajo od ± 0,04 do ± 0,09 z 
izjemo epikatehina in elaginske kisline, vendar se ne zmanjšujejo. Po tem sklepam, da 
se lahko kartušo zaporedno uporabi vsaj 9-krat. V primeru uporabe matrice se izkoristki 
niso očitno zmanjšali. Pri določenih standardih so se celo povečali. 
Kot že v predhodnih poizkusih, je veliko odstopanje izkoristkov pri epikatehinu (53 % 
in 48 %) in elaginski kislini (174 % in 146 %). Poleg tega imata tudi velik standardni 
odklon, kar je prikazano tudi na spodnjem grafu, slika 15. 
 





Slika 15: Prikaz povprečnih izkoristkov ekstrakcije 9-ih poizkusov izvedenih na isti 
kartuši, v primeru brez matrice (vijolična črta) in uporabe matrice (modra kara). 


















brez matrixa matrix - 20% saharoza





V sklopu magistrske naloge sem želela razviti metodo za določanje fenolov v medu na 
HPLC sistemu. Potrebno je bilo določiti pogoje ločevanja in preveriti izkoristke 
ekstrakcije.  
Uspešno sem ločila devet standardov (galna kislina, 3,5-dihidroksibenzojska kislina, 
klorogenska kislina, vanilinska kislina, (–)-epikatehin, p-kumarna kislina, sinaptična 
kislina, kvercetin, elaginska kislina) z gradientno metodo na C18 koloni, pri čemer sem 
za mobilni fazi uporabila acetonitril (organska faza) in 0,1 % fosforno kislino (vodna 
faza). Detekcija fenolnih spojin je potekala z UV pri 254 nm.  
Linearnost pri umeritveni krivulji sem določila od koncentracije 0,001 mg/ml do  
0,1 mg/ml. V primeru galne kisline je bila linearnost ustreznejša v območju od  
0,001 mg/ml do 0,07 mg/ml. 
Ponovljivost injiciranja sem preverila s petkratnim injiciranjem mešanice pri 
koncentraciji 0,005 mg/ml, 0,02 mg/ml in 0,07 mg/ml. Relativni standardni odklon 
(RSD) je bil pri elaginski kislini pri koncentraciji 0,02 mg/ml 11,4 %. To sem pripisala 
oteženemu integriranju zaradi majhnosti vrha. Pri vseh ostalih meritvah je RSD manjši 
od 10 %, kar je zadovoljivo za ponovljivost injiciranja. 
Med ima kompleksno sestavo. Največji delež pa ga sestavljajo ogljikovi hidrati (65 % -
73 %) in voda (cca. 18 %). Pred analizo fenolov na HPLC sistemu  je potrebna ločitev 
fenolov od sladkorjev. To lahko izvedemo z ekstrakcijo na trdni fazi. Uporabila sem  
Oasis HLB kartuše. Pred ekstrakcijo sem raztopino standarda razredčila z nakisano 
vodo (pH ≈ 2). Preverila sem izkoristek ekstrakcije pri petih koncentracijah (0,0005 
mg/ml, 0,001 mg/ml, 0,005 mg/ml, 0,01 mg/ml in 0,02 mg/ml). Zelo majhen izkoristek 
ima epikatehin, ki se z zviševanjem koncentracije povišuje, vendar šele pri 0,02 mg/ml 
doseže 82 %.  Elaginska kislina presega 100 % pri manjših koncentracijah. To je lahko 
posledica oteženega integriranja zaradi majhnosti vrha. Z zviševanjem koncentracije se 
je manjšal izkoristek galne kisline, kar sem preverila tudi z ekstrakcijo raztopine, ki je 
vsebovala le galno kislino. Zaradi odstopanja kvercetina, sem izvedla poizkus pri 
koncentraciji 0,005 mg/ml z raztopino, ki je vsebovala le kvercetin. Izkoristek je bil le 
25 %. Neustreznost rezultatov za kvercetin ni mogoče povezati in pojasniti s fizikalno 
kemijskimi pojavi. Poizkusila sem s spremembo pH-ja nakisane vode na pH = 4 in pH = 
7. Pri obeh primerih so bili izkoristki slabši.  




Za simulacijo medu sem uporabila matrico (raztopino saharoze). Uporabila sem štiri 
koncentracije (5 %, 10 %, 20 % in 50 %). Izkoristek ekstrakcije sem preverila pri 
koncentraciji 0,001 mg/ml. S povečevanjem koncentracije matrice je izkoristek naraščal 
pri kvercetinu. Pri ostalih standardih se je izkoristek spreminjal neodvisno od matrice. 
Močno odstopanje je bilo zaznano pri epikatehinu in elaginski kislini. 
V primeru nizkih koncentracij fenolov v vzorcih, bi bilo potrebno za lažje detektiranje, 
koncentriranje le-teh. Izvedla sem poizkus 4-kratnega in 10-kratnega koncentriranja 
standardov na SPE kartuši v primeru uporabe matrice, ter brez matrice. V primeru 
koncentriranja iz 0,001 mg/ml na 0,004 mg/ml so se izkoristki gibali med 80 % in 100 
%. Ponovno sta izstopala epikatehin in elaginska kislina. V primeru koncentriranja iz  
0,001 mg/ml na 0,01 mg/ml, pa so se izkoristki gibali med 100 % in 115 % (brez 
matrice), ter 75 % in 90 % (z matrico – 20 % saharoze). Tudi pri 10-kratnem 
koncentriranju sta izstopala epikatehin in elaginska kislina. Poizkus sem ponovila tudi z 
raztopinami, ki so vsebovale le epikatehin oz. elaginsko kislino. 
Zaradi naraščanja in padanja izkoristkov elaginske kisline pri vseh izvedenih poizkusov, 
sumim na nečistost oz. neobstojnost standarda. Nizke izkoristke epikatehina pa 
pripisujem slabi ekstrakciji, ki je lahko posledica protoniranja epikatehina. 
Preverila sem tudi kapaciteto Oasis kartuše. Na enaki kartuši sem izvedla 9 zaporednih 
poizkusov ekstrakcije fenolov pri koncentraciji 0,01 mg/ml v primeru uporabe matrice 
(20 % saharoze), ter enak poizkus brez uporabe matrice. Izkoristki so bili ponovljivi in 
je standardni odklon (STD) znašal manj kot 10 %, le v primeru epikatehina in elaginske 
kisline je prišlo zopet do odstopanja.  
Iz rezultatov sklepam na ustreznost metode za uporabo pri vzorcih medu. Določili bi 
lahko 6 spojin v koncentracijskem območju od 0,001 mg/ml do 0,1 mg/ml in eno 
spojino v koncentracijskem območju od 0,001 mg/ml do 0,07 mg/ml. Epikatehin in 
elaginsko kislino bi bilo potrebno preveriti še z novimi standardi, dodatno preveriti še 
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